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　　　Amicrodroplet　granulocyte　cytotoxic三ty　test　wa鼻developed，　Inainly　in　Dr，　Terasaki’s　Laboratory，
University　of　California　Los　Angeles，　and　partly　in　o．ur　laboratQry，　Sapporo　Medical　College　in　Hokkaido，
to　identify　new．antigens　which　belong　t．o　a　difEerent　hi§．toc．ompatibility　an亡igen　system　from　the　w¢ll－
known　sy．ste皿co皿posed　Qf　HLA　antigens　of　human　lymphQcytes．
　　　The　following　three　important　problem3　should　be．considered　in　order　to　obtain　reproducible　satis－
factory　results　by　this　test＝1）Pure　granulocyte　samp．le　with　a　limited　contaminati．on　of．other　types　of
cells　must　be　used　for　the　test，2）Adherence　of　granulocytes　to　the　surface　of　plate．should　be　avoided
thrQughout　the　period　of　test，　because　the　adhered　cells　are　taken　for　the　dead　cells　by　their　dark
appearance　under　a　phase　c．ontrast　micrQscope　even　thQugh　they　are　alive　and　healthy，　and　3）Non－specific
granulocyte　cytotoxic　activity　contained　in　unabsQrbed　rabbit　complement，　which　has　been　usually　used
for　the　routine　lymphocyte　cytotoxicity　test，　should　b．e　suppressed　in　this　test，．　because　of　the　demand
for　an　accurate　detectiQn　of　specific　cytotQxic　reactMty　Qf　antiserum．
　　　For　the且rst　problem　the　method　of　separation　of　granulo．cy亡es　by　centrifugation　in　Ficoll－Conray
solution　was　employed　and　agglutination　wlth　the　appropriate　hemagglutinin　was　carried　Qut　before
c．entrifugation　tQ　get　rid　of　erythrocytes　c（mtaminati．o．n、　The　lymphocyte　contaminatlons　in　the　granu－
locyte　preparatiGns．obtained　by　Qur　method　cQuld　be　restricted　wlthin　5％．
　　　The　second　and　third　problems　were　solved　by　thεpretreatment　of　granulocytes　with　iodoacetamide
at　the　concen．tratiop　of　O．005－0．02％tQ　keep　the　cells　free　from　sticking　to　the　p．late，　ahd　by　using　rabbit
complement　absorbed　by　human　erythrocytes，　a．s　a　complernent　source　fQr　the　inhibition　of　nQn－specific
CytotQxic　activity　tG　granulocytes，　respectively．
　　　From　the　advantages　of　the　simplicity　of　techniques　and　the　need　of　very　small　amount　of　typing
sera，　the　ne宙ly　developed　micrQdrople．t．granulocyte　cytotoxicity　test　can　be　added　tQ　the　rnicro．droplet
lymphQcyte　cytotoxicity　test　of　HLA　antigen－antibody　system　for　the　purpose　of　more　precise　test　of
histocompatibihty　and　many　other　purposes　Qf　invest1gation　in　vaf孟ou．s　clinical五e／ds．
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緒 言
　リンパ球はヒト末梢血から容易に分離精製することが出
来るぽかりでなく1），室温においても比較的長期間保存す
ることが可能であり2），また，遠隔の地への輸送も可能な
ことから3），移植免疫あるいは癌免疫の研究に広く応用さ
れている．
　Terasakiら4，5）が開発したmicrodroplet　lymphocyte
cytotoxicityテスト法は現在，　HLA型分類のみならず，
抗HLA抗体すなわち抗リンパ球抗体の検出にも，最も信
頼度の高い組織適合性検査法として広く普及している．
　しかしながら，いまだリンパ球のみが全ての移植抗原を
有しているという確実な証拠はなく，近年，リンパ球以外
の細胞が持っている抗原の重要性が次第に認識されて来て
いる．すなわち，ヒト赤血球上のA．B．0抗原は赤血球に
特異的な抗原であり，これらは強い組織適合性抗原の一つ
であることが確められており6・7），血小板もまたHLA以外
に，この細胞に特異的な抗原を有していることがすでに実
証されている8・9）．皮膚移植においては線維芽細胞特異抗
原10削12）あるいは上皮細胞特異抗原13）が組織適合性抗原と
して重要であることが示唆されている．さらに，腎細胞に
特異的な抗体が検出され，これらの抗体は腎移植の予後と
密接な関連があるところがら，HLA以外に腎細胞特異抗
原の存在が示唆され，これらも又重要な移植抗原の一つで
あることが推測されている14・15）．
　リンパ球と同様にヒト末梢血中の白血球であるgranu－
locyteはリンパ球に比してその性質は非常に異なり，種々
の因子に対して不安定であるぽかりでなく，貧食作用ある
いは粘着性を有し，その上末梢血からの分離，保存が困難
であったため，granulocyteの免疫学的研究への応用がむ
ずかしかった．
　そこで著者は，新しい移植抗原の検索を目的として，先
ず純粋なgranulocyteの分離精製法を確立するとともに，
9ranulocyteを標的細胞として用い，　microdroplet　gran－
ulocyte　cytotoxicityテスト法の開発を試みた．しかしな
がら，新鮮なgranulocyteは，リンパ球と異なり，ガラスあ
るいはプラスチックなどに粘着して，位相差顕微鏡下では
その形態を種々に変え，黒ぼくみえるためdye　exclusion
法によるcytotoxicityテスト法4）をそのままgranulQcyte
へ応用することは出来なかった．以下，著者らの開発した
microgranulocyte　cytotoXicityテスト手技についてそ
の詳細を報告する．
実験材料および実験方法
1．Granu畳ocyteの分離精製法
　図一1に示すごとく，先ず，10m♂のヒト新鮮末梢血をヘ
パリン添加採血管に採取し，直ちに卓上型多本架遠心器を
用いて2，000r．p．m，10分間遠心する．遠心後，白血球層の
みをパスツールピペットを用いて採取し，これを約し5　m♂
のハンクス液にて稀釈した後，1．5mZのFico11－Conray液
（屈折率1．3545）に重層する．これを再び，2，000r．p，m．10
分間遠心するとリンパ球は中間層に白濁した層を形成し，
granulocyteは赤血球層直上に層をなして集る・パスツー
ルピペットを用いて約0．3mZのgranulocyte層をフィッ
シャーチューブに採取する．血液型に応じて約0．3mZの赤
血球凝集素を加えた後，垂直回転盤を用いて約8r．p．m．5
分間よく混ぜあわせると赤血球は徐々に大きな凝集塊を形
成する．その後フィッシャー遠心器を用いて，1，000g，3
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図一1　Granulocyteおよびリンパ球分離精製法
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秒間遠心すると凝集赤血球塊はフィッシャーチューブの管
底に落下し，granu1Qcyteは上清に浮遊する．上清のみを
採取し，0．3mZのFicoll－Conray溶液（屈折率1，3530）上
に再び重層し，フィッシャー遠心器で1，000g，1分間遠心
する．遠心後granulocyteはフィッシャーチューブの管
底に，また，残存した血小板およびリンパ球はそれぞれ上
清，中間層に集る．上清をすてた後，ハンクス液を加え数
回洗篠し，最終的に0．01％iodoacetamide添加マッコイ
5a培養液に浮遊させる．位相差顕微鏡下（400×）に他の細
胞の混入のないことを確かめた後，細胞数を2．0×106／mZ
に調整して，これをテストに用いる．
2．検査方法
　基本的には，Terasakiら5・16）が開発したmlcrodroplet
lymphocytotoxicityテスト法に準じた，先ず，2．0×106／
m♂に細胞数を調整した純度95％以上のgranulocyte浮
遊液1mZに，0．1傷iodoacetamide溶液（pH　7．4）0．1　m♂
を加え，よく混合した後，37。C，20分間培養する．培養後
ハンクス液で！度洗1條した後，再びマッコイ5a培養液に
浮遊させる．
　次に，ファルコンマイクロテストプレートの各小穴にあ
らかじめ0．001mZつつ分配してある各血清に0，001　mZつ
つのiodoacetamide処置granulocyte浮遊液を加え，室
温に30分間放置する．その後，0．005mZのヒト赤血球で
吸収後の家兎新鮮血清を補体として加え，さらに室温に60
分間放置する．培養後，0．003m♂の5弩エオジン溶液を加
え，2分後に反応を終結させるために0．008m♂のフォルマ
リン液（pH　7．4）を加える．マイクロテストプレート全体
をカバーグラスで覆った後，試料の蒸発防止と各小穴間の
サイフォン現象防止のためカバーグラスの周囲を液状ワセ
リンにて密封する．
　倒立位相差顕微鏡（150×）下に各小穴の反応を判定した．
すなわち，エオジン色素を取り込み位相差顕微鏡下では黒
く染ってみえる死んだ細胞と，色素を取り込まず光ってみ
える生きた細胞との割合により反応結果を以下の5段階に
分類して判定した．陰性：陰性コントロールと同様に，死
細胞の割合が0～19傷のもの。疑陰性：死細胞の割合が
20～39％，弱陽性：死細胞の割合が40～59％．陽性＝死細
胞の割合が60～79％．強陽性＝死細胞の割合が80～100弩
のものとした．
実験結果
1．Granulocyteの粘着性抑制法
　Microdroplet　granulocyte　cytotoxicityテストの開
発にあたって大きな障害となったことはgranulocyteの
粘着性と活ばつな貧食作用であった．すなわち，新鮮な
granulocyteほどガラスやプラスチック類に粘着し，位相
差顕微鏡下では図一2に示したごとく，その形態を種々に変
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え，しかもエオジンやトリパンブルーなどの色素に詠った
ごとく黒っぽくみえ，死細胞との区別が不可能であった．
そのためdye　exclusion法によるcytotoxicityテスト法
をgranulocyteに応用するためにはgranulocyteの粘着
性を抑制しなけれぽならなかった．特旨に示したごとく，
種々の細胞代謝抑制剤によってこの粘着性の抑制を試み
た．先ず蛋白合成阻害剤であるmitomycin，　actinomycin
およびPuromycinを種々の濃度で用いたがgranulocyte
の粘着性を抑制することが出来なかった．細胞の糖分解阻
害剤であるiodoacetamideのみが0．005駕から0．02％の
濃度でgranulocyteの粘着性を完全に抑制することが出
来た．高濃度のiodoacetamide溶液は細胞毒性を示す
ため通常，1m♂のgranulocyte浮遊液に0．1　mZの0，1傷
iodoacetamide溶液を加え，37。C，20分間培養したもの
をテストに用いた．iQdoacetam1de処置granulocyteは
図一4に示したごとく光ってみえる．
　次にiodoacetamideの細胞膜抗原に与える影響を検索
するために，0．1傷および0．2％iodoacetamide溶液で，
24名の健康人から分離したリンパ球を処置し，これを18
種類の異ったHLA標準抗血清と反応させた．これを無処
置のリンパ球の反応と比較した結果，表一1に示すごとく，
0．1努iodoace亡amide溶液処置群では無処置群の反応とま
ったく同様の反応を呈した．また，0．2％iodoacetamide
溶液処置群においても無処置群と異った反応結果を示した
のは，計342回の反応のうちわずか2回（0．5％）にすぎず，
通常用いている0．01鬼iodoacetamide溶液は細胞膜抗原
に何ら影響を与えないものと考えられた．
表一2各補体のgranulocyteに対する
　　　細胞毒性と補体活性
補 体
未吸収家兎新鮮血清
吸収家兎
新鮮血清
稀釈家兎
新鮮血清
（1二2）
ヒト赤血球
培養リンパ球
granulocytes
ハンクス緩衡液
ヒトAB血清
モルモット血清
ヒトAB新鮮血清
モルモット血清
犬　新　鮮　血　清
％Stained　Granulocytes＊
対照
．血清
40
0
0
0
0
0
0
0
0
60
血清（B4935）稀釈
1／21／4
　1
100
100
100
100
40
40
40
0
50
60
100
100
100
100
40
30
30
0
30
60
1／8
100
100
100
100
30
ユ0
30
0
30
60
1／16
100
100
90
！00
！／32
100
100
80
80
20
0＝
20
0
20
60
20
0．
0
0
20
60
1／64
100
80
70
60
10
0
0
0
10
60
表一110doacetamide溶液のリンパ球細胞膜
　　　抗原（HLA）への影響
＊Granulocyteに対して強いcytotoxicityを示す血
　清（B4935）を1：64倍まで稀釈した後，4名の健康
　人から分離したgranulocyteパネルに反応させ，
　各種補体の補体活性を比較した．同時に陰性対照血
　清（ヒトAB新鮮血清）との反応より各種補体の細
　胞毒性を比較した．
工odoaceta－
　　mide
　濃　度
0．1％
02％
計
R＋／1＋
13
60
73
R＋ノ1一
0
2
2
R一ノ1＋
0
0
0
R一π一
77
280
357
計
90
342
432
5名の健康人から分離したリンパ球を0．1％iodoaceta－
mide溶液および19名のりン／パ球を0．2％iodoace亡a－
mide溶液で処置した．次いで18種類のHLA標準抗
血清を処置リンパ球（工），および無処置リンパ球（R）に
対して反応させた．
2．補体の選択
　Standard　lymphocytotoxicityテスト法において，通常
補体として用いられている新鮮家兎血清はgranulocyteに
対しては細胞毒性を示した．表一2に示したごとく，新鮮家
兎血清中の自然抗体によって平均40鬼のgranulocyteは
破壊されるため，補体として新鮮家兎血清をgranulocyte
cytotoxicityテストに用いることが出来なかった．そこ
で，表一2に示したごとく，種々の動物血清を補体源として
テストしたが，新鮮ヒトAB型血清はgranulocyteに対
して毒性を示さなかったが，同時にgranulocyteに対し
て補体活性をほとんど示さず，補体として適さなかった．
新鮮犬血清はgranulocyteに対して家兎血清よりも強い
細胞毒性を示した．また，モルモット血清は毒性を呈さな
かったがヒト血清同様にその補体活性は低かった．2倍お
よび4倍稀釈した新鮮家兎血清では著しく補体活性が失わ
れた．結局ヒト赤血球で自然抗体を吸収した後の新鮮家兎
血清が，補体価も高くまたgranulocyteに対して毒性を
示さず，granu1。cyte　cytotoxicityテストにおける補体
として最も優れていた．従って先ず，ヒトAB型赤血球を
生食で2～3回洗1引した後，packed赤血球を作製し，これ
に10倍量の新鮮家兎血清を加え，5分ごとによく混合し
ながら，0。Cアイスパス中で30分間放置する．直ちに冷
凍遠心器を用いて15，000rp．m．15分間遠心した後上清を
注意深く採取し，これを少量つつ分割して使用直前まで
一80。Cフリーザー中に保存したものを補体として用いた・
常に一定の補体価を有する補体を得るためには，全ての吸
収操作を厳密に0℃下において行うことが重要であった・
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3．M1crodroplet　granubcyte　cytotoxicityテスト
　　における再現性
Microdroplet　granulocyte　cytotoxicityテストにおけ
る再現性を検討するために，異った日時に，20種類の異っ
表一3Granulocyte　cytotoxicityテストに
　　　おける再現性
テ　ス　ト
回　　数
2
3
4
5
6
7
計
テ　ス　ト
血清数
20
19
20
7
11
3
総反応回　　数
566
420
264
70
78
21
1，419
同一結果
を呈した
反応数
529
385
236
63
70
20
1，303
再現性
　（％）
93．5
91．7
89．4
90．0
89．8
95．3
91．9
3～20種類の血清を異った日時に2～7回同一granu－
locyteパネルに反応させた．
再現性（％）＝同一結果を示した反応回数ノ総反応回数
た血清を最低2回から最高7回まで，同一granulocyte
パネルに対してテストした。表一3にみられるごとく，計
1，419回の反応のうち1，303回（92％）はまったく同一の反応
結果を示した．また，テストに用いられた血清別にその再
現性を検討するために20種類の異った血清を同一granu－
10cyteパネルに対して，異った日時に2回テストした．
結果は表一4に示すごとく，その再現性はおおよそ満足す
べきものであるが，血清によってその再現性が非常に異っ
ていた．例えば，血清37261および37613ではその再現性
は他の血清に比してかなり低かった．
二一4　各血清別によるGranulocyte　cytotoxicity
　　　テストの再現性
同一結果
を呈した
反応回数
考
総反応回　　数 再現性　（％）
按
血清番号
C3516
C3708
C4803
C4825
C4826
C4872
C4878
C5185
C5705
C5714
C5762
C4873
C57！2
C2762
C5380
66181
65849
53672
37261
37613
計
ハ　不　ル
細胞数
15
21
13
13
17
16
12
23
9
18
16
10
10
25
11
16
12
5
9
12
30
42
26
26
34
32
24
46
18
36
32
20
20
50
22
32
24
10
18
24
566
30
41
26
25
34
29
23
45
18
35
32
18
18
50
21
26
20
9
12
17
529
100
98
100
96
100
91
96
98
100
97
100
90
90
100
95
81
83
90
67
71
93．5
各血清を異った日時に2回同一granulocyteパネル
に反応させた．
再現性（％）；同一結果を呈した反応回数／総反応回数
　ヒト白血球抗原に関する研究は，1958年DaussetL7）が
頻回輸血を受けた患者血清中に白血球を凝集する抗体を見
いだし，これらの抗体によって検出される白血球抗原を
Mac抗原（現在のHLA－A　2に相当する）と命名したの
に端を発し，その後van　Roodら18・19），　Payneら2G）も同
様に白血球凝集反応によって輸血を受けた患老，あるいは
妊婦血清中に白血球凝集素を検出して以来，ヒト組織適合
性抗原としての白血球抗原の研究が本格的に行われる様に
なった．
　！964年にTerasakiとMcClelland4），　Walfordら21，22）
は独自に，ヒト白血球中よりリンパ球のみを純粋に分離し，
これを標的細胞としてlymphocyte　cytotoxicityテスト
法を開発すると同時に，この検査法のマイクロ化に成功し，
極く少量のリンパ球と抗血清によってテストが可能になっ
た．その後抗リンパ球抗体の検出およびHLA型分類に
再現性が高く最も信頼度の高い検査法として世界中に広く
普及し現在に到っている16・23）．
　一方，白血球凝集反応によってHLA系以外の組織適
合性抗原を検出しようとする試みが多くの研究者によって
行なわれて来たが，白血球凝集反応においてgranulocyte
とリンパ球の混合細胞を標的細胞として用いて来たため，
granulocyteに対する反応とリンパ球に対する反応を区別
することが不可能であった，また，白血球凝集反応におい
ては，いわゆる白血球の自然凝集による疑陽性反応の頻度
が高く再現性が低いことが各研究者の間で認識され，再現
性を高めるために種々の改良がなされるとともに白血球凝
集テスト法のマイクロ化も同時にすすめられて来た24酎27＞．
1966年，LalezariとBernard28，29）は新生児好中球減少症
の患者血清中に好中球のみに反応する抗体を検出し，これ
らの抗体と好中球減少症との関連について報告すると同時
にHLAとは異った好中球特異抗原の存在iを証明した30）．
　1968年，Bφ頭m1）によってFicoll－Hypaque比重遠心
法にょるリンパ球分離法が開発されて以来，ヒト白血球中
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からgranulocyteの分離もまた可能になり，Bodmerら31），
Takasugi32，　Ihaら33）によってfluorochromacia法によ
るgranulocyte　cytotoxicityテスト法の開発が試みられ
た．しかしながら，granulQcyteの純度が低かったこと，ま
た，granulocyteが自然凝集塊を形成し，判定が非常に困
難であったため再現性が低く，さらに反応終結後，直ちに判
定しなけれぽならず多くの検体を一度に検査することが不
可能であったことなどから実用化されるに到らなかった．
　その後，Engelfrietら34），　Thorsbyら35）は，　dye　ex－
clusion法の利点を取り入れ，　granulocyte　cytotoxicity
テスト法の開発を試みたが，いずれもgranulocyteの粘
着性，あるいは補体の閲題に直面しこれらを解決するに到
らなかった．
　Granulocyteはリンパ球に比して，種々の因子に不安定
な細胞で，その保存もむずかしくgranulocy亡eの自然凝集
を防ぐ意味からもヘパリン添加新鮮末梢血より分離するこ
とが大切である．著者は，先ず，2種類の屈折率の異なる
Fico11－CQnray溶液を用いることにより，リンパ球および
血小板を完全に除去し，赤血球の混入に対しては，血液型
に応じて抗A，BあるいはH血清を用いて95％以上の純
度の高いgranuユocyteの分離に成功した．純度の高い
granulocyteを標的細胞として用いることはgranulocyte
に対する反応とリンパ球に対する反応を明確に識別するた
めに最も重要なことであった．また，iodoacetamide溶液
を用いることによってgranulocyteの粘着性を抑制する
ことに成功し，初めてdye　exc工usion法の利点を応用し
たgranulocyte　cytotoxicityテストの開発を可能にした．
細胞の糖分解阻害剤であるiodoaceta加deは実際に用い
る0．01～0，02弩の濃度では細胞膜抗原に対して何ら影響を
与えず，しかもgranulocyteの自然凝集を完全に抑制した．
　Cytotoxicitア法において補体は，テストの感受性を大き
く左右する因子であり，補体活性の低下は疑陰性反応の出
現頻度を高め，再現性を低下させる大ぎな原因の一つであ
った．Standard　Iymphocyte　cytotoxicityテストにおい
て最も良い補体とされている家兎新鮮血清はヒトgranu－
Iocyteに対して細胞毒性を示すためgranulocyte　cytoto－
xicityテストにそのまま用いることが出来ず，ヒト赤血
球で吸収した家兎新鮮血清が補体活性の面からもまた実用
的な面からも最も良い補体源であった．この様に種々の
問題点を解決することによって開発されたmicrodroplet
granulocyte　cytot。xicityテスト法によって，白血球凝集
反応では明確に区別することが出来なかったgraHUlocyte
に対する抗体とリンパ球に対する抗体を明確に織回し，検
出することが可能になった．さらに抗granulocyte抗体
と輸血反応あるいは穎粒球減少症との関連についてもより
直接的な検査法として有用なばかりでなく，これらの抗
granulocyte抗体によってgranulocyte特異抗原の分類
が可能になった．今後，これらのgranulocyte特異抗原
の臓器移植におよぼす影響について研究を行うとともに，
これらの抗原が，新しい組織適合性抗原であるか否か，ま
た，HLAあるいはLalezariら29，30）のいわゆる好中球特
異抗原との関連性についても研究をすすめていかなければ
ならないと考えている．
結 語
　新しい移植抗原を検索する目的で純度の高いgranu－
10cyteを分離し，これを標的細胞として，　dye　exclusion
法の利点を取り入れたMicrogranulocyte　cytotoxicity
テスト法を開発した．
　Granulocyteの分離にあたっては屈折率の異なる2種
類のFicoll－CQnray液を使用することによってリンパ球
および血小板の混入を完全に除去することが出来た．また
血液型に応じて，抗A，BあるいはH血清を使用し，赤
血球の混入を除去し，平均95傷以上の純度の高いgranu－
lQcyteを分離することが可能であった．
　しかしながら，新鮮なgranulocyteはガラスあるいはプ
ラスチックなどに粘着してその形態を種々に変えるばかり
でなく，位相差顕微鏡下では黒っぽく染ってみえるため，
エオジン色素を取り込んだ死細胞との区別が困難であっ
た．従って，dye　exclusion法によるcytotoxicityテス
トをgranu1。cyteへ応用するために，先ず0．01品目iodo－
acetamide溶液でgranulocyteを前処置し，その粘着性
を完全に抑制した後，これをテストに用いた．また，通常
lymphocyte　cytotoxicityテストに補体として用いられて
いる新鮮家兎血清はgranulocyteに対して細胞毒性を示
したため，granulocyte　cytotoxicityテストにおいては，
ヒトAB赤血球で自然抗体を吸収した後の新鮮家兎血清が
補体として最も優れていた．このテスト法の再現性は高く
また，数多くの検体を一度にテストすることが出来るため
に，今後，移植免疫を中心に種々の免疫学的研究への応用
が可能であると考えている．
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